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研究成果の概要（和文）：一般に細胞増殖を抑制する蛋白と考えられているTNF-alpha により、
神経線維腫（NF）培養細胞は刺激濃度依存性、刺激時間依存性に増殖することを見出した。NF
細胞はTNF-alphaの刺激時にMEK/ARKシグナル伝達経路を介して増殖することが明らかとなった
。TNF-alphaレセプターの局在についてはNF細胞に発現しているものの、細胞内にTNF-alphaは
みられず、神経線維腫組織内に散在する肥満細胞にのみTNF-alphaの局在が確認された。さらに
抗TNF-alpha抗体，抗TNF-alpha受容体抗体を競合させたところ，NF細胞の増殖は抑制される傾
向にあった。 
以上の結果より、今後臨床の現場において抗 TNF-alpha 薬剤による治療により、神経線維腫
症 I型患者の NF の増殖を抑制できる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the growth responses of human neurofibroma cells 
to various growth factors and focused on the role of tumor necrosis factor alpha 
(TNF-alpha) in proliferation of neurofibroma cells. Proliferation of NF cells was 
accelerated by TNF-alpha in dose- and time-dependent manners whereas other growth factors 
did not serve as the mitogen. Furthermore, TNF-alpha specifically enhanced the mitogenic 
activity of neurofibroma cells but not other normal and malignant cells. Elicited 
proliferation was accompanied by MEK/ERK and p38 signaling pathway.The TNF-alpha 
mitogenic effect was attenuated by anti-TNF receptor 1 neutralizing monoclonal antibody. 
Whereas expression of TNF-alpha receptor was confirmed in neurofibroma cells and tissues, 
TNF-alpha production was found mainly in mast cells within neurofibroma.TNF-alpha derived 
from mast cells may play an important role in the proliferation of neurofibroma cells 
in neurofibromatosis type I. Inhibition of the TNF-alpha action with specific TNF-alpha 
and/or TNF-alpha receptor antibody might lead to efficacious suppression of neurofibroma 
growth in NF-1 patients.   
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１．研究開始当初の背景 
神経線維腫症Ⅰ型（以下 NF-1）は全身の神経
系を侵す常染色体優生遺伝の神経系疾患で
ある。3500 人に 1人の割合で生じ、主に進行
する皮膚の神経線維腫が全身に生じる。時に
一部の腫瘍は悪性化し、生命を脅かす。さら
に懸垂性神経線維腫という、巨大な腫瘍が体
から垂れ下がった状態まで成長すると患者
の quality of life を著しく低下させる。以
上のように NF-1 は進行、増殖する皮膚神経
線維腫が前述した諸症状、種々の病態の原因
となるため、神経線維腫増殖の制御が本疾患
治療の鍵となる。しかし、治療は頻回の外科
的切除に留まり、現在まで確立された根本的
治療法はなく、本腫瘍の増殖に関する詳細な
メカニズムも依然解明されていない。 
 現在までに、本疾患の原因遺伝子である
NF-1 遺伝子は第 17 染色体（17q11.2）にコー
ドされており neurofibrominを産生すること
が明らかとなっている。これは ras 遺伝子機
能を抑制する癌抑制遺伝子であり、NF-1 では
この遺伝子に変異が生じることで、通常産生
されるべき neurofibrominの機能不全が生じ、
ras 遺伝子機能活性を介して神経線維腫の分
裂増殖が進むことが解明されている。このよ
うな細胞内遺伝子レベルでの腫瘍の自己増
殖機構の他に、細胞外因子も神経線維腫の増
殖に何らかの影響を及ぼしていると考えら
れる。現在まで insulin-like growth factor、
hepatocyte growth factor、human stem cell 
factor、pletelet-derived growth factor 等
の数種類のサイトカインが NF-1 に関連する
神経系腫瘍の増殖に関与することがin vitro
および in vivo で示されている。しかしなが
ら、現在のところ神経線維腫を有意に制御す
るサイトカインは見出されておらず、実際の
臨床における治療でも実用化されていない。 
研究代表者は tumor necrosis factor alpha 
(以下 TNF-alpha)が強い神経線維腫細胞の増
殖能を有することを見いだした。 
TNF-αは 157 アミノ酸から成る 17KDa の蛋白
で、ヒトでは6番染色体にコードされており、
1984 年当初は細胞増殖を抑制するサイトカ
インとして発見されたが、次第に増殖抑制の
みならず、特定の細胞には増殖促進的に作用
し、また、細胞分化、炎症等にも関与するこ
とが明らかとなっている。現在では欧米にお
いて、TNF-αによりアポトーシスが誘導され
る各種の悪性腫瘍において治療薬として使
用されている。また、近年では慢性関節リウ
マチやクローン病、乾癬における TNF-αの炎
症症状への関与が示されており、抗 TNF-α抗
体による治療が既に本邦においても行われ
ている。 
 
２．研究の目的 
本疾患の治療は前述のように神経線維腫
増殖の制御の鍵となる訳であるが、本研究で
は NF-1 患者より得られた神経線維腫培養細
胞を用いて、TNF-alpha の増殖能への影響に
ついて検討し、TNF-alpha が神経線維腫の病
態にどのように関わっているか分子レベル
で明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)各種培養細胞および細胞株を TNF-αを含
む各種サイトカイン（aFGF、bFGF、HGF、
NGF 等）にて刺激し、その増殖能の差異を
比較検討する（MTT colorimetric bioassay
による）。この際、時間および濃度暴露に
よる増殖能の最大効果もあわせて検討す
る。 
(2)TNF-alpha 刺激時の神経線維腫細胞の
cell cycle analysis を FACS scan にて行
い細胞増殖を分子レベルで確認する。 
(3)TNF-alpha 刺激時の神経線維腫細胞内の
シグナル伝達経路をウエスタンブロット
法を用いて解析する。 
(4)細胞内因性 TNF-alpha 発現の有無を確認
するため、神経線維腫培養細胞に TNF-αお
よび TNF-alphaレセプターが発現している
か否か RT-PCR 法、免疫染色、およびウエ
スタンブロット法を用、いて解析する。ま
た、TNF-alpha が培養液中に放出されてい
るかも ELISA で測定する。 
(5)細胞外因性、すなわち細胞外の腫瘍組織
内 TNF-alpha 発現の有無を確認するため、
NF-1 患者より得た神経線維腫を免疫組織
化学染色してその有無を確認する。 
(6)TNF-alpha の産生細胞を同定しておき、も
し autocrineに神経線維腫細胞に作用する
場合には直接的に抗 TNF-alpha 抗体、ある
いは抗 TNF-alpha 受容体抗体などの
TNF-alpha 阻害物質を用いて神経線維腫細
胞の増殖を有意に抑制できるか否かにつ
き検討する。 
(7)さらに、神経線維腫以外の細胞が実際に
有効濃度の TNF-alphaを産生している状況
を確認するため、無刺激で自動的に産生を
続けているのか、もしくは神経線維腫細胞
との混合培養など何らかの刺激（神経線維
腫が生じるサイトカインなど）を要するか
に関し、培養液中の TNF-α濃度を ELISA で
測定しつつ検討を加えていく。 
(8)TNF-alpha の作用としてアポトーシス関
連シグナルが神経線維腫細胞では惹起さ
れていないかに関し、アポトーシス誘導因
子、抑制因子につき各因子に対する抗体を
用いてウエスタンブロット法にて確認す
る。 
(9)神経線維腫細胞において TNF-alpha 作用
が増殖のみを促進し、細胞のアポトーシシ
スおよびサバイバルには影響しなかった
場合には、TNF-α刺激によるスイッチが何
故、神経線維腫には増殖方向に入りアポト
ーシス方向には入らないのか検討を加え
ていく。 
 
４．研究成果 
TNF-alpha により、神経線維腫症I型患者よ
り得た神経線維腫培養細胞において刺激濃
度依存性、刺激時間依存性に増殖することを
見出した。さらにTNF-alphaのNF細胞増殖能
への影響について解析したところ、NF細胞は
TNF-alphaの刺激時にMEK/ARKシグナル伝達
経路を介して増殖することが明らかとなっ
た。 
TNF-alphaレセプターの局在については神
経線維腫細胞に発現しているものの、神経線
維腫細胞内にTNF-alphaはみられず、神経線
維腫組織内に散在性に認められる肥満細胞
にのみTNF-alphaの局在が確認された。この
結果よりNF組織内の肥満細胞から分泌され
るTNF-alphaが腫瘍増殖に関与する可能性が
示唆された。 
さらにTNF-alphaの作用としてアポトーシ
ス関連シグナルがNF細胞で惹起されていな
いかに関して、アポトーシス誘導・抑制因子
につき検討したところ、NF-kappaBを介して
アポトーシスシグナルを抑制していること
が確認された。さらに抗TNF-alpha抗体，抗
TNF-alpha受容体抗体を競合させたところ，
神経線維主細胞の増殖は抑制される傾向に
あった。 
以上の結果より、今後臨床の現場において
抗 TNF-alpha 薬剤による治療により、神経線
維腫症 I 型患者の NF の増殖を抑制できる可
能性が示唆された。 
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